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疫抑制剤を飲み続けなければならないため患者の QOL (Quality of Life)の低下に繋がりこれも移植治
 
 
Figure 1.1 上:肝臓移植[1], 下:肝臓移植登
録者数（日本） 





























1.1.2 組織工学 (Tissue engineering) 








Figure 1.2 再生医療の模式図 




















































界で初めてマウスの受精卵である桑実胚の段階から Embryonic stem (ES)細胞を樹立することに世界









1.1.5 iPS細胞.  
ES 細胞の倫理的な問題を受けて、ヒトの受精卵を使わずに人工的に幹細胞を作製する方法が求め
られた。その中で、2008 年、京都大学の山中らは、マウスの皮膚細胞に Oct3/4, Sox2, Klf4, c-Myc と
いう４つの遺伝子を組み込む事で細胞の初期化に成功し、人工多能性幹細胞を作製し、induced 
pluripotent stem cells (iPS 細胞)と命名した[9]。この細胞は、ES 細胞の様に全能性をもち、無限増殖
能を持っている幹細胞である。山中らは続けてヒトの細胞を使っての iPS 細胞の樹立に成功し、再生












に向けた研究も盛んに行われている。生体外で 2 次元または 3 次元の組織を再構築するために、細胞
のみで形成する方法と、その組織の形状に加工された足場材料(scaffold)と細胞を組み合わせる手法が
ある。Vacanti, Langer らは、動物の軟骨細胞を生体吸収性の人工合成 ポリマー(PGA、PLA など)か
らなる scaffold に播種して、一定の期間培養した後、ヌードマウス背部に移植して、ヒトの耳の形状














も含めると 2020 年には 285 億円に達すると見込まれている[12]。 
 
Figure 1.4 足場材料を用いた耳マウス[11] 
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日本では変形性関節症の患者数が 50～60 万人であり、市場規模は約 600 億円と試算される。 
 
 
Figure 1.6 軟骨移植プロセス 











Figure 1.7 上: 自家培養角膜 下: 角膜の構造(J-TEC 治験ホームページ) 
http://www.nidek.co.jp/news/2014/20141014.html 



































































Figure 1.8 温度応答性ポリマーを利用した細胞シートの回収（左）および角膜移植（右）[13] 

























Figure 1.9 磁気ナノ粒子の構造（上）と三次元組織の構築（下）[15, 16] 



























[22](Fig. 1. 11) 。 
肝臓は、総細胞数の約 70%を占める肝実質細胞と、約 30%の非実質細胞からなる。肝機能改善を目
 


















































酸素を消費し、ミトコンドリアのクエン酸回路と電子伝達系によって、グルコースから ATP を産生する。 
 
𝐶6𝐻12𝑂6 + 6𝑂2 + 6𝐻2𝑂 → 6C𝑂2 + 12𝐻2𝑂 + 38ATP                   (1) 
 
グルコース 1 mol を完全に燃焼させ，発生する熱量を熱力学的に計算すると約 2881 kJ になる。ま
た、ATP 1 mol のもつエネルギーは約 33 kJ である。好気呼吸全体で，グルコース 1 mol から最大で 38 
mol の ATP が生成するので，グルコース 1mol のもつ化学エネルギーの 2881 kJ のうち，33 kJ×38＝




𝐶6𝐻12𝑂6 → 𝐶3𝐻4𝑂3 + 4[H] + 2ATP                        (2) 
 















∗ − 𝐶)                               (3) 










4）酸素の拡散性は集塊内で一定，拡散速度は Fick の法則に従う 
5) 酸素速度は濃度によらず一定 











                                   (5) 
 
NA：酸素の拡散流束 [mol･m-2･s-1], DAe：有効拡散係数 [m2･s-1], CA：細胞集塊内の溶存酸素濃度 
[mol･m-3] 
細胞集塊表面における溶存酸素濃度を CAS として，酸素が細胞集塊内部に拡散移動していく状況を想
定する。さらに，任意の半径 r および (r + dr) の球面で囲まれた球殻（微小空間）を設定し，この部分で
おこる呼吸による酸素消費を伴う酸素拡散移動の物質収支をとると、 
(流入) − (流出) + (生成) − (消費) = (蓄積) 
となるが、細胞組織内での酸素の生成と蓄積は０と考えられるので更に単純に、 
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𝑟𝑂2＝𝑄𝑂2 ∙ A ∙ V                                      (6) 

















) − 𝑟𝑂2 = 0                            (8) 
この式(8)が意味する所は、組織内部の酸素濃度は、拡散係数 DAS と組織の半径 r と酸素消費速度𝑟𝑂2
によって規定されるということである。 
ここで組織内に 
Qo2= 0.4 nmol/106 cells/sec   A= 108 cells/cm3    DAe=3×10-10 m2/s 
を代入し、各組織の大きさに対する組織表面からの距離と酸素濃度が計算できる。この結果より、酸素濃
度は直径が 200-300 μm を超えると中心部は最表面に比べて半分以下に落ち込み、細胞は低酸素状態に陥
ってしまうことが分かる[26]。また直径が 500 μm を超えると中心から 400 μm 程度のエリアの細胞が低
酸素状態に陥る。一般的に細胞は、1%以下の低酸素状態において、5-10 分ほどでミトコンドリア膜電位






































1.1.15 血管新生と既往の血管作製法  







して、血管内皮細胞成長因子・血管透過性因子（vascular endothelial growth factor, VEGF/ vascular 
permeability factor, VPF）が発見され、これらの因子に関する報告が増加している。 
 
 
Figure 1.14 体内の血液循環(Biosbcc; 
http://www.biosbcc.net/doohan/sample/ht
m/vessels.htm) 
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Figure 1.16 フィブリンゲル中での血管内皮細胞による管腔形成[28] 
 
 
Figure 1.15 血管新生のメカニズム 
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1.1.16 ミクロな血管構造作製法(血管新生) in vitro or in vivo prevascularization 
現段階で、血管構造作製の方法を大きく分けると、血管作製自体を、生体外で全て行うのか(in vitro)、
または移植した後の生体の力を借りて血管構造を作製するのか(in vivo)という 2 種類である。 

























Figure 1.17 Neovascularization を用いた血管構造の誘導[31] 

























Figure 1.19 ホスト血管の伸長と移植した組織との血管吻合 
(Wrapping and tapping anastomosis)[33] 
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1.1.17 マクロな血管構造作製法 









Fig. 1.20 は、Wake Forest Institute の Anthony Atala
らによって作製された膀胱組織である[34]。 













Figure 1.21 バイオプリンティングを用いて作製した血管構造[35] 


















Figure 1.22 ラットの脱細胞化肝臓を用いた血管構造の構築[36] 
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Figure 1.23 脱細胞化マトリックス技術を用いた送液可能な人工心臓[37] 




する手法を報告している[39] (Fig. 1.25) 。ここに、先程と同様に、血管内皮細胞である HUVEC を播
種することによって、血管類似構造を作製する。このグループはハイドロゲルに、アガロースゲル、ア














Figure 1.24 血管作製手順と作製した血管構造[38] 











Figure 1.26 フォトリソグラフィ技術と PDMS スタンプを使ったマイクロ流路構造の構築 
と構築した血管構造[40] 
 
Figure 1.25 糖鋳型を用いたマイクロ流路構造の構築[39] 











細胞が自発的に作製するような 10-50 μm の微小血管構造を作製することはできない。 
3. 短時間で鋳型を除去できる場合においても、依然として内皮化に時間がかかれば包埋した細胞
は壊死する。 









































第 3章 細胞の自己組織能を利用した微小血管構造の誘導 
第 3 章では、前章で作製した直径が 500μm 程度の構造に加えて、10-100μm 程度の微小分岐血管
 
Figure 1.26 立体的な 3 次元組織構築の概
念 


















第 6章 結論 
本研究を総括し、今後の研究について述べた。 
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Figure 2.1 トリプシンの立体構造 



















つ LCST が 32℃のポリマーである。すなわち、32℃以上の温度で側鎖の疎水性部分であるイソプロピル
 
Figure 2.2 酵素処理法による細胞間結合の崩壊 
 










の組織体回収に利用されている[3] [4]。しかし、この手法では温度を 37℃から 32℃以下にする際に細胞

















Figure 2.4 犠牲層を用いた細胞回収法。左:犠牲層の AFM イメージ。右:回収した細胞シート[5] 





















Figure 2.5 電気化学還元脱離を用いた細胞脱離の原理 
 
Figure 2.6 電気化学還元脱離を利用して回収した細胞シートと肝スフェロイド[6] 
 
































の末端の部分、2 つ目は SAM の自己組織化能を大き
く左右する中間部、3 つめは SAM に機能的な役割を
付加する逆の末端部分である。1 の部分でよく用い
られるのが、アルカンチオール分子でもあるような

























た。細胞が接着する際に関連する RGD の表面密度を末端に RGD を持つアルカンチオールの自己組織
化単分子膜を利用して算出すると、RGD を有するアルカンチオールの存在比が 10-3 の自己組織化単分
子膜上では細胞が接着してさらに伸展する。この値から、必要な表面 RGD 濃度は約 1010 個／cm2 と算
出される。つまり、細胞が半径 10 μm の円盤状の接着面を持っているとすれば、接着するために細胞一
つ当たり 12,000 個の RGD が細胞の下に必要であるという計算となる。また、基板上の細部結合点 RGD




以 上 の よ う な 、 知 見 を 取 り 入 れ て 設 計 し た ペ プ チ ド が Fig. 2.8 で あ る 。 配 列
(CGGGKEKEKEKGRGDSP)。リンカとして GGG を選択した。これは、表面からの影響をなるべく打ち
消しフラットにすることが目的である。また、ヘキサペプチドである GRGDSP は RGD 配列を有しイン




Figure 2.8 オリゴペプチドの配列 



















ここで O：酸化種、R：還元種とし、O／R 系が可逆的な系であるとすると、電極表面での O と R の
濃度比は次のネルンストの式によって表される。 
E = EO’ －(RT/nF) ln([R] / [O])    (1) 
 
ここで、Fig. 2.9 の点 a の電位 Ei (>>EO’)から電位を負に掃引すると、 
 
O + ne → R   (2) 
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の還元反応が起こるため O の濃度は減少し、上式を満たすよう[R]／[O]が変化する。これにより還
元電流は増加し、点 c では[R] / [O] = 1 つまり E = EO’となり、[O] = 0 に近づくと[O]の変化量は無視でき
るほど小さくなり、還元電流は点 d においてピークを迎える。また、このときの電流は掃引速度の平方












⊿F = －2F02/A(μq・ρq)⊿m 
⊿F ; 周波数の変化量 
 
 
Figure 2.9 Methyl viologen (0.5 mM)のサイクリックボルタモグラム 
（スキャン速度 20 mV/sec、電極表面積 0.6 cm2） 
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⊿m ; 質量変化 
F0 ; 基本周波数(27 MHz) 
A ; 電極面積(4.9 mm2) 
μq ; 水晶のせん断応力 
ρq ; 水晶の密度 2.65(g・cm－3) 
 









・QCM 装置：AFFINIX‐QN, Initium. 
・スパッタデポジション装置：CFS-4ES-231, Shibaura Eletec. 
・ダイシング装置：A-WD-10A, Tokyo seimitsu. 
・電気化学測定装置：AUTOLAB EN 55022, Eco Chemie. 
・Ag/AgCl 参照電極：#2080A, HORIBA. 
・位相差顕微鏡：IX-71, Olympus. 
【試薬】 
・ガラス基板：パイレックスガラス研磨品, φ76.2 (3 inch)×0.5 mm, Corning Japan. 
・オリゴペプチド（CCRRGDWLC）：Sigma Aldrich Japan. 
・ヒト臍帯静脈血管内皮細胞：Human umbilical vein endothelial cell (HUVEC, CC-2517A), Riken cell 
bank. 
 
Figure 2.10 左: 本実験で用いた QCM 装置  右:動作原理 
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・血管内皮細胞用増殖培地：Endothelial Basal Medium-2 (EBM-2), Cambrex Bio Science. 
・PDMS (Polydimethylsiloxane)：KE-1300T, ShinEtsu. 
・PDMS 硬化剤：CAT-1300, ShinEtsu. 







1 % SDS 溶液を含ませた綿棒でセンサー表面を優しく擦り洗いし、純水で洗浄することで物理吸着
物質を除去した。さらに、混合比が濃硫酸 3：過酸化水素水 1 の piranha 溶液をセンサー部に滴下し、室







センサー電極上にシステインとペプチドの溶液（50 μM RGD ペプチド/pure water）をそれぞれ 500 











50 M (CGGGKEKEKEKGRGDSP)ペプチド溶液、に電極を 12 時間浸漬させた後、純水で洗浄し、
窒素ガスで乾燥させた。 
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サイクリックボルタンメトリー 
RGD ペプチド修飾基板を作用極、市販の Ag/AgCl 電極（内部電解液：飽和 NaCl 溶液）を参照極、
白金板を対極とし、AUTOLAB に接続した。予め 20 分間窒素ガスをバブリングすることで溶存酸素を
除去した 0.5 M KOH の電解液中で作用極に電位を掃引した。掃引条件は、電位のスイープ範囲を 0~-1.0 




24 mm×24 mm ガラス基板を純水：25%アンモニア水：30%過酸化水素水＝1：1：4 の沸騰水溶液に
5 分間浸漬し、更に沸騰した純水にてすすぎを 2 回それぞれ 5 分間行い、自然乾燥させた。 
 
Au/Cr層のスパッタ 
スパッタリング装置を用い、出力 100 W、アルゴン雰囲気下 0.3 Pa にて Cr を 1 分間スパッタした。
Cr は Au 層の密着層である。引き続き、Au を同条件にて 2 分間スパッタした。 
 
RGDペプチドの修飾 
50 M RGD ペプチド溶液に基板を 12 時間浸漬させた後、純水で洗浄した。 
 
基板の滅菌 




ヒト臍帯静脈血管内皮細胞 HUVEC を培地 EBM-2 に 5.0×104 cells/mL の密度で懸濁し、1 チップ当
たり 0.5 mL 量、つまり 2.5×104 cells/chip の密度で播種した。 
細胞の培養 




て三電極系を形成し、これらをポテンショスタットに接続して定電位-1.0 V を 1 分間隔で印加し顕微鏡
で細胞数をカウントした。この操作を毎分繰り返し 7 分間観察を続けた。 
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2.3.10 実験結果と考察 
QCM によるオリゴペプチドの金への吸着量測定の結果を Fig. 2.12 に示した。ペプチド溶液に浸漬
後約 200-300 秒後には、吸着量は安定化し 10-20 分で一定値へと近づいた。実際の S-Au 結合は、浸漬後
即座に起こり、結合から 20 ns ほどで SAM を形成するというシュミレーションの結果とも一致する。
また、ばらつきはあるものの平均して 250 ng/cm2 のペプチドが金表面に吸着していることが分かった。
この結果から SAM の密度を表すと各オリゴペプチドの結合間隔は 1.1 nm 程度と見積もられる。前述の
ように RGD を持つオリゴペプチドの間隔が 73 nm 以上離れていると細胞接着に影響を及ぼすが、1.1nm
はこれよりもはるかに密な間隔でオリゴペプチドが配列しており、十分な RGD の密度であるというこ
とが確認できた。  
CV 測定によるオリゴペプチド(CGGGKEKEKEKGRGDSP)の還元脱離電位測定の結果を Fig. 2.13 に






実際に、金表面に-1.0 V の電位を印加した。この時の電位印加時間と細胞の脱利率の変化について Fig. 




Figure 2.11 CV 測定の実験図 










果オリゴペプチドは 250 ng/cm2 という密度で接着していることが分かった。また CV 測定によって、 



































Figure 2.13 サイクリックボルタンメトリー 
上:スキャン 1 回目 下:スキャン 2 回目 



























































Figure 2.15 参考 シミュレーションによるオリゴペプチドの状態 
hα
2 nm
5 ns0 s 20 ns
13.2% 10.1% 6.2%



























Figure 2.16 コラーゲンゲルの三重螺旋構造 
 
Figure 2.17 テクスチャーアナライザー 
 






























・スパッタデポジション装置：CFS-4ES-231, Shibaura Eletec. 
・透析膜 MWCO12.000～14.000 Spectrumlabs.COM 
・位相差蛍光顕微鏡：IX-71, Olympus. 
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【試薬】 
・Gelatin from porcine skin (Sigma Aldrich) 
・Methacrylate anhydride (Wako chemical) 
・PBS (Gibco) 






10 ml のリン酸緩衝液（PBS）に 1ｇの Gelatin を溶解させる。つまり Gelatin 濃度が 10％(wt%)の PBS
を作製した。50℃で一時間かけて撹拌させ完全に溶かし込んだ。 
 
Methacrylic anhydride の溶解 




PBS に対して四倍に希釈する。このとき加える PBS は 50℃前後に予め暖めておく。 
 
透析 
透析膜 MWCO12.000～14.000 を使い 7 日間透析を行う。この間は１日おきに水を交換する。 
 
ろ過滅菌 
溶液を 40～50℃に保ったまま 0.22μm でろ過滅菌を行い、雑菌を取り除く。 
 
凍結乾燥 






凍結乾燥機で乾燥させておいた GelMa を PBS に再度溶解させる。GelMa が 5％となるように濃度
を調節した。 




フォトイニシエーターである Iragcure 2959 を 0.1％加え、50℃に熱しながら完全に溶けるまで撹拌
した。 
光照射 
作製した GelMa をΦ40mm ディッシュに約 1ml 流し込み、その後光照射装置で、約 50 秒間（出力 
6.9 mW/cm2）照射しゲル化を行った。 
GelMaの細胞毒性試験 
ゲル化した、GelMa 上に血管内皮細胞 HUVEC を播種し（5.0×104 cell/dish）その後の、細胞の状態
を生死染色によって確認した。 
GelMaの光照射時間に伴う力学的特性の変化 




上記の合成手順により、GelMa を作製した。構造変化と架橋メカニズムについて Fig. 2.18 に記す。
光照射によっての、GelMa のゲル化画像を Fig. 2.19 に記す。その結果、GelMa は光照射約 10 秒でゲ
ル化をし始め、30 秒-50 秒でピンセットでつまむことのできるほどの硬さとなった。毒性試験の結果、
GelMa 上に HUVEC を播種後 24,48,72 時間と観察したところ、通常通り増殖していき、72 時間後の
生死染色でほぼすべての細胞が生存しているという良好な結果を得ることができた(Fig. 2.20)。また、
光照射時間の変化によるヤング率の変化を Fig. 2.21 に示した。光照射 5 秒では、ゲルは柔らかく 0.15 
























Figure 2.18 重合メカニズム 
 
Figure 2.19 GelMa のゲル化の様子 
 
 



























































Figure 2.22 3 本血管構造作製手順 




・スパッタデポジション装置：CFS-4ES-231, Shibaura Electec. 
・ポテンショスタット／ガルバノスタット：HA-151, Hokuto denko. 
・Ag/AgCl 参照電極：#2080A, HORIBA. 
・位相差蛍光顕微鏡：IX-71, Olympus. 
・Micro Syringe Pomp：CT-1, DR-12 V, AS ONE. 
・レーザー加工機：Laser PRO C180, GCC Taiwan. 




・ガラスキャピラリー：φ600 μm×3.2 cm, Hirschmann Laborgeräte, Germany. 
・オリゴペプチド（CGGGKEKEKEKGRGDSP）：Sigma Aldrich Japan. 
・ヒト臍帯静脈血管内皮細胞：Human umbilical vein endothelial cell (HUVEC, CC-2517A), Riken 
cell bank. 




・アクチン染色試薬：Rhodamine Phalloidin, Sigma. 
・核染色液：DAPI, Sigma. 
・非接着性 Dish 住友ベークライト セルタイト X 
 

















30~50 本のガラスキャピラリーを PDMS で作製した土台に垂直に差し込み、純水：25%アンモニア
水：30%過酸化水素水＝1：1：4 の沸騰水溶液に 5 分間浸漬し、更に沸騰した純水にてすすぎを 2 回そ
れぞれ 5 分間行い、自然乾燥させた。 
Case2.マルチニードル洗浄 
ステンレス製のマルチニードルを 50 mM KOH＋25% H2O2 溶液に 10 分間、浸漬し表面の汚れやタ
ンパク質を取り除いた。。 
 
Case1. ガラスキャピラリーの Au/Cr層のスパッタ 
PDMS の土台にガラスキャピラリーを差し込んだ状態で、スパッタリング装置のチャンバー中央部
に固定し、出力 100 W、アルゴン雰囲気下 0.3 Pa にて Cr を 1 分 30 秒間スパッタした。Cr は Au 層の密
着層である。引き続き、Au を同条件にて 3 分間スパッタした。 
Case2. マルチニードルの Au/Cr層のスパッタ 
マルチニードルを、スパッタリング装置のチャンバー中央部に固定し、出力 100 W、アルゴン雰囲












金線を非接着性ディッシュに 5~10 本もしくはマルチニードルを１本入れ、EBM-2 に 7.5×104 




播種した細胞をインキュベータ内で 37℃、5% CO2-Air のもとで、金線周囲を完全に覆うまで、3~4
日間培養した。 










ャンバーに 3 本固定した(Fig. 2.22)。このとき、細胞を傷つけないように注意しながら差し込んだ。 
 
GelMa溶液のゲル化 





形成し、ポテンショスタットに接続した。そして、定電位-1.0 V を 5 分間印加した。 
 
血管様構造の形成 











試薬 Rhodamine Phalloidin を MeOH に溶解し、濃度を 14 μM に調整した。 
 
染色溶液 
1% BSA を含む PBS 溶液にストック溶液を加え、濃度を 100 nM とした。 
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染色方法 
1)洗浄：PBS 溶液にてサンプルを 3 回洗浄した。 
2)固定化：4%パラホルムアルデヒド（in PBS）にてサンプルを固定化した。（室温、10 分） 
3)洗浄：PBS 溶液にてサンプルを 3 回洗浄した。 
4)透徹：0.1% Triton X-100（in PBS）にてサンプルを透徹した。（3~5 分） 
5)洗浄：PBS 溶液にてサンプルを 3 回洗浄した。 
6)アクチン染色：Rhodamine Phalloidin 染色溶液にてサンプルを染色した。（室温、20 分） 
※このとき、サンプルを暗室に置くか、アルミホイルで覆った。 
7)洗浄：PBS 溶液にてサンプルを 3 回洗浄した。 
8)核染色：DAPI 染色液にてサンプルを染色した。（室温、5 分） 




まず、金線上への HUVEC の接着と培養を行った。その結果、血管内皮細胞 GFP-HUVEC は金線
の周りを覆うように接着し、培養から 3-5 日で金線を隙間なく覆う程に至った (Fig. 2.23-d)。SEM を
用いた観察では、HUVEC が金線上に隙間なく覆う様子が観察できた。その後、アクリルの培養チャ
ンバーを用いて、金線を約 500~600 μm の間隔で並列に 3 本配置、もしくはマルチニードルを配置し、




















Figure 2.25 GelMa 中に作製した血管構造. (A,B) 1 本血管構造の断面図(C)1 本の血管構
造の拡大図(D, E) 
500 μm














Figure 2.24 アクリル製の培養チャンバー(b) 培養 3-5 日後の金線上の GFP-
HUVEC (d)  






































































ョン（MINIPULS Evolution）』右：KDS 社マイクロシリンジポンプ 



















・スパッタデポジション装置：CFS-4ES-231, Shibaura Electec. 
・ポテンショスタット／ガルバノスタット：HA-151, Hokuto denko. 
・Ag/AgCl 参照電極：#2080A, HORIBA. 
・位相差蛍光顕微鏡：IX-71, Olympus. 
・Micro Syringe Pomp：CT-1, DR-12 V, AS ONE. 
・レーザー加工機：Laser PRO C180, GCC Taiwan. 
【試薬】 
・ガラスキャピラリー：φ600 μm×3.2 cm, Hirschmann Laborgeräte, Germany. 
・オリゴペプチド（CGGGKEKEKEKGRGDSP）：Sigma Aldrich Japan. 
・ヒト臍帯静脈血管内皮細胞：Human umbilical vein endothelial cell (HUVEC, CC-2517A), Riken cell 
bank. 
・血管内皮細胞用増殖培地：Endothelial Basal Medium-2 (EBM-2), Cambrex Bio Science. 
・ウシ血清アルブミン：BSA, Sigma. 
・Ham-F12 粉末培地：Invitrogen. 
・Phorbol 12-myristate 13-acetate：PMA, Sigma-Aldrich. 
・アクチン染色試薬：Rhodamine Phalloidin, Sigma. 
・核染色液：DAPI, Sigma. 
・非接着性 Dish 住友ベークライト セルタイト X 













異なった送液速度で、血管構造を培養した結果を Fig. 2.29 に示す。送液速度 0 L (A)つまり、送
液を全くしない状態では、細胞転写から 12 時間後の時点ですでに、細胞の壊死が始まり所々細胞が剥
がれている様子が観察できる。また、送液速度が上がるごとに細胞の状態は良くなっている。1 L で
は若干の壊死が見られるものの、 10 L では、ほぼすべての細胞が良好に保たれ、血管構造を安定し













Figure 2.28 血管構造の作製手順 
 
Figure 2 血管構造の作製手順 














Figure 2.29 送液速度が血管構造を覆う HUVEC に与える影響 (A) 送液速度 0 
l(B) 送液速度 1 l (C) 送液速度 10 l 白矢印:壊死している様子が観察できる 





























































Figure 2.30 細胞の配向性 [14] 
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【装置】 
・スパッタデポジション装置：CFS-4ES-231, Shibaura Electec. 
・ポテンショスタット／ガルバノスタット：HA-151, Hokuto denko. 
・Ag/AgCl 参照電極：#2080A, HORIBA. 
・位相差蛍光顕微鏡：IX-71, Olympus. 
・Micro Syringe Pomp：CT-1, DR-12 V, AS ONE. 
・レーザー加工機：Laser PRO C180, GCC Taiwan. 
・画像解析ソフト ImageJ (NIH) 
・画像解析ソフト Photoshop CS4 (Adobe) 
・画像処理ソフト NS2K-Pro (Nanosystem corporation) 
【試薬】 
・ガラスキャピラリー：φ600 μm×3.2 cm, Hirschmann Laborgeräte, Germany. 
・オリゴペプチド（CGGGKEKEKEKGRGDSP）：Sigma Aldrich Japan. 
・ヒト臍帯静脈血管内皮細胞：Human umbilical vein endothelial cell (HUVEC, CC-2517A), Riken 
cell bank. 
・血管内皮細胞用増殖培地：Endothelial Basal Medium-2 (EBM-2), Cambrex Bio Science. 
・ウシ血清アルブミン：BSA, Sigma. 
・Ham-F12 粉末培地：Invitrogen. 
・コラーゲン：Cellmatrix Type I-A, Nitta Gelatin. 
・Phorbol 12-myristate 13-acetate：PMA, Sigma-Aldrich. 
・アクチン染色試薬：Rhodamine Phalloidin, Sigma. 
・核染色液：DAPI, Sigma. 










取得した画像の画素数を調整し 4 の倍数にする。また画素数が 2 の階乗になるように調節し、縦横
のサイズ比が正方形になるように画像を切り取る。 
















ルを準備した。1 つは、通常のディッシュに 1ml の GelMa を加えその上で培養した HUVEC。2 つめ
は、血管構造で転写する前の金線上の HUVEC。3 つめが、転写下後、送液する前の HUVEC。4 つめ
が、送液後 2 週間後の HUVEC である。配光角と配向強度の測定結果を(Fig. 2.31, 32)に示す。GelMa
上で通常通り静置培養した結果では、ほぼ配向性を示すことはなく、各細胞はバラバラの向きを向い
ている状態であり、配向強度は 1.089 程度である。一方で、金線上の結果と、転写した後、送液前の
HUVEC は若干の配向性、1.27-1.28 程度であった。金線などの細い場所で、HUVEC を培養するとそ
の特性により、若干の配向が見られることは、既に先行研究で得られている結果であり、この結果は、
その結果と一致する。配光角は、1-5 度程度であり、送液方向と一致する。送液後 2 週間後後の HUVEC

























Figure 2.31 (A)(C)送液前の血管構造内の HUVEC の形態 
(B)(D)送液から 2 週間後の HUVEC の形態 
 
 





Figure 2.32 画像解析から取得した配向度と配向角 
 
 
Figure 2.33 配向強度の比較、送液培養前と送液培養後 


















     
Figure 2.34 細胞間接着の種類[16] 
 
Figure 2.35 密着結合の概念図[16] 






















（1.5 nm）は、分子量 1000 以下の分子を通すことができる。穴はサイトゾールのカルシウムイオンの
濃度によって開閉する（低いと開き、高いと閉じる）。 ギャップジャンクションによって、細胞どうし
 
Figure 2.36 ギャップ結合の概念図[16] 




を形成する。その際、Fig. 2.36 のように 6 つのタンパク質がお互いにずれ合う事で、細胞間の開閉を
調節する。 











・スパッタデポジション装置：CFS-4ES-231, Shibaura Electec. 
・ポテンショスタット／ガルバノスタット：HA-151, Hokuto denko. 
・Ag/AgCl 参照電極：#2080A, HORIBA. 
・位相差蛍光顕微鏡：IX-71, Olympus. 




・ガラス基板：パイレックスガラス研磨品, φ76.2 (3 inch)×0.5 mm, Corning Japan.・オリゴペプチド
（CGGGKEKEKEKGRGDSP）：Sigma Aldrich Japan. 
・ヒト臍帯静脈血管内皮細胞：Human umbilical vein endothelial cell (HUVEC, CC-2517A), Riken cell 
bank. 
・血管内皮細胞用増殖培地：Endothelial Basal Medium-2 (EBM-2), Cambrex Bio Science. 
・共焦点顕微鏡 (Olympus FMV-1000) 
・ウシ血清アルブミン：BSA, Sigma. 
・Fluorescein Diacetate(FDA): Molecular Probes 
・ギャップ結合阻害剤 18β-GA（18β-glycyrrhetinic acid）Sigma Aldrich 
 




24×24mm ガラス基板を純水：25%アンモニア水：30%過酸化水素水＝1：1：4 の沸騰水溶液に 5
分間浸漬し、更に沸騰した純水にてすすぎを 2 回それぞれ 5 分間行い、自然乾燥させた。 
 
Au/Cr層のスパッタ 
スパッタリング装置を用い、出力 100 W、アルゴン雰囲気下 0.3 Pa にて Cr を 1 分間スパッタし
た。Cr は Au 層の密着層である。引き続き、Au を同条件にて 2 分間スパッタした。 
 
RGDペプチドの修飾 
50 M RGD ペプチド溶液に基板を一晩（12~15h）浸漬させた後、純水で洗浄した。 
 
基板の滅菌 




金基板をディッシュに入れ、EBM-2 に 7.5×104 cells/mL の密度で懸濁した HUVEC を 1 ディッ
シュ当たり 2 mL 量、つまり 1.5×105 cells/dish の密度で播種した。 
 
細胞の培養 
播種した細胞をインキュベータ内で 37℃、5% CO2-Air のもとで 12~15 時間培養した。 
 
FDAの導入 




基板上の培地を除去し、PBS に溶かした GelMa の溶液を 500 μL 程度を静かに滴下し、ディッ




ポテンショスタットに接続した。そして、定電位-1.0 V を 5 分間印加した。 
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GelMa回収 
電位印加によって細胞を GelMa 側に転写させた後に、GelMa を基板から剥離させ細胞が表面につ
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Figure 2.37 時間経過による蛍光強度の回復速度 
























・スパッタデポジション装置：CFS-4ES-231, Shibaura Electec. 
・ポテンショスタット／ガルバノスタット：HA-151, Hokuto denko. 
・Ag/AgCl 参照電極：#2080A, HORIBA. 
・位相差蛍光顕微鏡：IX-71, Olympus. 
・Micro Syringe Pomp：CT-1, DR-12 V, AS ONE. 
・レーザー加工機：Laser PRO C180, GCC Taiwan. 
・画像解析ソフト ImageJ (NIH) 
・画像解析ソフト Photoshop CS4 (Adobe) 
・共焦点顕微鏡 Zeiss LSM700 
【試薬】 
・ガラスキャピラリー：φ600 μm×3.2 cm, Hirschmann Laborgeräte, Germany. 
・オリゴペプチド（CGGGKEKEKEKGRGDSP）：Sigma Aldrich Japan. 
・ヒト臍帯静脈血管内皮細胞：Human umbilical vein endothelial cell (HUVEC, CC-2517A), Riken 
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cell bank. 
・血管内皮細胞用増殖培地：Endothelial Basal Medium-2 (EBM-2), Cambrex Bio Science. 
・ウシ血清アルブミン：BSA, Sigma. 
・Ham-F12 粉末培地：Invitrogen. 
・コラーゲン：Cellmatrix Type I-A, Nitta Gelatin. 
・アクチン染色試薬：Rhodamine Phalloidin, Sigma. 
・核染色液：DAPI, Sigma. 
・非接着性Dish 住友ベークライト セルタイトX 
・Rabbit anti-human ZO-1 antibody(Life Technologies) 617300 
・Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG(Invitrogen) A-11008 










1)洗浄：PBS 溶液にてサンプルを 3 回洗浄した。 
2)固定化：4%パラホルムアルデヒド（in PBS）にてサンプルを固定化した。（室温、10-15 分） 
3)洗浄：PBS 溶液にてサンプルを 3 回洗浄した。 
4)透徹：0.1% Triton X-100（in PBS）にてサンプルを透徹した。（5 分） 
5)洗浄：PBS 溶液にてサンプルを 3 回洗浄した。 
6)Blocking サンプルを 1%BSA/PBS に１時間浸漬しブロッキングを行った。 
7)洗浄：PBS 溶液にてサンプルを 3 回洗浄した。 
8)一次抗体の反応 Rabbit anti-human ZO-1 antibody を PBS で 1:200 希釈し、浸漬を室温で２時間行っ
た。 
9) 洗浄：PBS 溶液にてサンプルを 3 回洗浄した。 
10) 二次抗体の反応 Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG(Invitrogen) A-11008 
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実験方法 2 のデキストラン送液による血管透過性解析の結果を Fig. 2.41 に示す。内表面に HUVEC
が接着していないハイドロゲルによるマイクロ流路構造では、デキストラン溶液を導入するとすくに
拡散を開始し、導入から 50 分後には 1 min 程度まで拡散していた。この拡散は単純にゲルの拡散係
数に従って進行する。一方で、内表面を HUVEC で多い血管様構造とした流路では、表面を覆った後
すぐにデキストラン溶液を導入しても、拡散が抑えられていた。一方で 120 分という時間が経つ徐々
に拡散していっている様子がわかる(Fig. 2.42）。この結果は、単に HUVEC が表面を覆ったことによ
り、HUVEC 自身や彼らが産生したタンパク質が拡散を妨げているのではないかと考えている。そし
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Figure 2.39 ZO-1 の染色結果(A)細胞転写前(B)細胞転写後０時間(C)細胞転写後２
４時間後 
 
Figure 2.40 ZO-1 の染色結果(A)細胞転写前(B)細胞転写後０時間(C)細胞転写後 24
時間後 








細胞あり 0 時間(C)血管内皮細胞あり、24 時間後 





















電気化学細胞転写前後での細胞極性を評価するために膜タンパク質の 1 つである ICAM-1 を利用
する。ICAM-1 は、頂端側に特異的に発現する膜タンパク質であり、CD54 やセレクチンとも呼ばれ
る。ICAM-1 は生体内では、Fig. 2.34 に示すように炎症部位における白血球の血管外遊走に関与して
いる。組織の炎症時に TNF-や IF-1 等によって活性化された血管内皮細胞は、細胞の頂端側にこの






・スパッタデポジション装置：CFS-4ES-231, Shibaura Electec. 
・ポテンショスタット／ガルバノスタット：HA-151, Hokuto denko. 
・Ag/AgCl 参照電極：#2080A, HORIBA. 
・位相差蛍光顕微鏡：IX-71, Olympus. 
・UV 照射装置 SpotCure SP-9 
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【試薬】 
・ガラス基板：パイレックスガラス研磨品, φ76.2 (3 inch)×0.5 mm, Corning Japan.・オリゴペプチド
（CGGGKEKEKEKGRGDSP）：Sigma Aldrich Japan. 
・ヒト臍帯静脈血管内皮細胞：Human umbilical vein endothelial cell (HUVEC, CC-2517A), Riken cell 
bank. 
・血管内皮細胞用増殖培地：Endothelial Basal Medium-2 (EBM-2), Cambrex Bio Science. 
・共焦点顕微鏡 (Olympus FMV-1000) 
・ウシ血清アルブミン：BSA, Sigma. 






ガラス基板を純水：25%アンモニア水：30%過酸化水素水＝1：1：4 の沸騰水溶液に 5 分間浸漬し、
更に沸騰した純水にてすすぎを 2 回それぞれ 5 分間行い、自然乾燥させた。 
 
Au/Cr層のスパッタ 
スパッタリング装置を用い、出力 100 W、アルゴン雰囲気下 0.3 Pa にて Cr を 1 分間スパッタし
た。Cr は Au 層の密着層である。引き続き、Au を同条件にて 2 分間スパッタした。 
 
RGDペプチドの修飾 
500 μM RGD ペプチド溶液に基板を一晩（12~15h）浸漬させた後、純水で洗浄した。 
 
基板の滅菌 
RGD ペプチドを修飾した金基板をクリーンベンチ内で 70%エタノール、滅菌水の順にそれぞれ 5
分間浸漬し、滅菌した。 
  
Figure 2.43 ICAM-1 の構造とその役割 




金基板をディッシュに数枚入れ、EBM-2 に 2.5×104 cells/mL の密度で懸濁した HUVEC を 1 デ
ィッシュ当たり 6 mL 量、つまり 1.5×105 cells/dish の密度で播種した。 
 
細胞の培養 
播種した細胞をインキュベータ内で 37℃、5% CO2-Air のもとで 12~15 時間培養した。 
 
TNF-導入による血管内皮細胞の活性化 
細胞に TNF-を導入し、4 時間インキュベートする。その後 PBS で 3 回洗浄した。 
 
GelMa層の形成 
基板上の培地を除去し、PBS に溶かした GelMa の溶液を 500 μL 程度を静かに滴下し、ディッシ




ポテンショスタットに接続した。そして、定電位-1.0 V を 5 分間印加した。 
 
GelMa回収 
電位印加によって細胞を GelMa 側に転写させた後に、GelMa を基板から剥離させ細胞が表面につ




試薬 Rhodamine Phalloidin を MeOH に溶解し、濃度を 14 μM に調整した。 
 
染色溶液 
1% BSA を含む PBS 溶液にストック溶液を加え、濃度を 100 nM とした。 
 
染色方法 
1)洗浄：PBS 溶液にてサプルを 3 回洗浄した。 
2)固定化：4%パラホルムアルデヒド（in PBS）にてサンプルを固定化した。（室温、10 分） 
3)洗浄：PBS 溶液にてサンプルを 3 回洗浄した。 
4)透徹：0.1% Triton X-100（in PBS）にてサンプルを透徹した。（3~5 分） 
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5)洗浄：PBS 溶液にてサンプルを 3 回洗浄した。 
6)アクチン染色：Rhodamine Phalloidin 染色溶液にてサンプルを染色した。（室温、20 分） 
※このとき、サンプルを暗室に置くか、アルミホイルで覆った。 
7)洗浄：PBS 溶液にてサンプルを 3 回洗浄した。 
8)核染色：DAPI 染色液にてサンプルを染色した。（室温、5 分） 




CD54 antibody にてサンプルを染色しその後 30 分間のインキュベートを行った。 
 
共焦点顕微鏡による ICAM-1の観察 




転写前は、頂端側には ICAM-1(緑)が発現していて、基底膜には ICAM-1 は発現していない。電気
化学転写により、細胞が接着して方が入れ替わる。転写 0 時間ではこれまで頂端側で ICAM-1 は発現
していた方は、ICAM-1 の発現が残っている。一方でこれまで基底側であった方にも若干の発現が見
















Figure 2.44 ICAM-1 の免疫染色による、細胞極性の測定(A)転写前の頂端側の染




Figure 2.45 断面図 
(A)転写前(B)転写後 0 時間(C)転写後 12 時間 
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管構造を構築する手法を確立した。この血管構造は直径が 500 μm であり、その血管構造の間隔は 500 
μm で、3 本ないしは 9 本の血管構造を作製した。一方で、肝臓の血管構造は直径が 10-50 μm 程度の血
















Figure 3.1 コラーゲンゲル内の血管内皮細胞の血管ネットワーク[1] 

















腔構造を形成する[3]。血管新生を伴った、Tubulogenesis では主に 3 つの過程から管腔構造を形成す
る。1 つめは、幾つかの細胞が円柱状の構造を形成し、その後円柱の内部の細胞がアポトーシスをおこ
し筒構造が形成される過程である。2 つ目は 2 つの細胞が紐状に凝集した後に内部を開くように細胞
が形態変化を引き起こす過程。3 つ目は、1 つの細胞が紐状に隣り合う細胞と接着した後に、ピノサイ
トースによって自身の細胞の内部に穴を開ける過程である。これら異なる過程によって誘導された血
管構造はそれぞれ異なった口径の血管構造となる。In vitro の血管形成に置いては 2 つめと 3 つめの
 
Figure 3.2 Tubulogenesis による管腔構造の形成過程 











・UV 照射装置 SpotCure SP-9 
・共焦点顕微鏡 (zeiss LSM700) 
【試薬】 
・ヒト臍帯静脈血管内皮細胞(HUVEC), Lonza 
・RFP-ヒト臍帯静脈血管内皮細胞：Human umbilical vein endothelial cell (HUVEC), Angioprotemie. 
・GFP-ヒト臍帯静脈血管内皮細胞：Human umbilical vein endothelial cell (HUVEC), Angioprotemie. 
・血管内皮細胞用増殖培地：Endothelial Basal Medium-2 (EBM-2), Cambrex Bio Science. 
・Mesenchymal stem cell(間葉系幹細胞) 
・ウシ血清アルブミン：BSA, Sigma. 
・GelMa（Sigma, Gelma 5%, P.I 0.1%） 
・IWAKI ガラスボトムディッシュ(Glass 27 φ) 
【実験手順】 
血管内皮細胞の包埋 
GelMa 溶液を調製し、そこに GFP-HUVEC(P7)もしくは HUVEC(P4)（2.0×106 cells/ml）と MSC を
1.0×105 cells/ml を包埋して、ガラスボトムディッシュ上で包埋培養する。（液量は 500 μL で統一） 
 
ハイドロゲル内の血管構造の観察 
培養 3 日目でアクチン、細胞核を染色後、蛍光顕微鏡観察もしくは共焦点顕微鏡観察する。 
 
3.2.5 実験結果と考察 
この実験では異なる継代数 Passagenumber の HUVEC を用い、血管ネットワークが形成するかど
うかを評価した。HUVEC(P7)は細胞包埋から 24 時間程度で HUVEC が伸展し、それぞれの細胞がつ








そこで、継代数の若い HUVEC（P3. 4）を用いることとした。同様の条件で、GelMa 内に血管ネ
ットワークを形成させた結果が Fig. 3.4 である。HUVEC(P7)を用いた時と比べると、より血管ネット
ワークが全体的に広がり、かつ形成が非常に早かった。具体的には 6 時間-8 時間でこのようなネット
ワークを形成し、24 時間後に完全なネットワークを形成した。また、血管の直径は平均して 30 μm 程
度であり 100 μm 近くになるものまであった。共焦点顕微鏡の観察から、全体的にも血管構造は管腔
構造になっておりその総距離は少なくとも 10 mm 以上あった。 
また、顕微鏡観察によって解析したところ、15-20 μm 程度から管腔構造になっている確率が増え





本研究で用いる GelMa ではこのように P4-5 までの継代数を使用して血管ネットワークを作製する必
要があろう。また、本実験では、血管内皮細胞と同時に間葉系幹細胞も包埋し培養している。間葉系幹
細胞は血管内皮細胞増殖因子(VEGF)を多く放出することが知られ、自身も周皮細胞や平滑筋細胞とい
った血管系の細胞に分化する。既に、MSC と HUVEC を共培養することによって血管構造の形成能
が上昇し、長期間そのネットワークを維持できることが報告されている[5]。以降の実験では、HUVEC
の P3 または P4 と間葉系幹細胞の共培養系で血管ネットワークを作製することとした。 
 












Figure 3.3 ハイドロゲル内の血管内皮細胞の血管ネットワーク（Passage7） 
一部分は管腔構造を形成するが、そのネットワークは断続的であり、全体として血管ネ
ットワークは未成熟であり未完成 






Figure 3.4 ハイドロゲル内の血管内皮細胞の血管ネットワーク Passage4 
連続的な血管ネットワークを形成した。 





本節では、セルカルチャーインサートを用いて pressure drop を作り出し栓節で作製した血管構造の
中に実際に蛍光ビーズが流れるか、つまり、実際に貫通された血管構造を作製できたかを評価する。 
3.3.2 血管内皮細胞の自己組織的な血管構造形成 
前章では、HUVEC と MSC を共培養し血管ネットワークを形成する最適な条件を見つけた。その





















・UV 照射装置 SpotCure SP-9 
・共焦点顕微鏡 (zeiss LSM700) 
【試薬】 
・ヒト臍帯静脈血管内皮細胞(HUVEC), Lonza 
・GFP-ヒト臍帯静脈血管内皮細胞：Human umbilical vein endothelial cell (HUVEC), Angioprotemie. 
・血管内皮細胞用増殖培地：Endothelial Basal Medium-2 (EBM-2), Cambrex Bio Science. 
・Mesenchymal stem cell(間葉系幹細胞) 
・ウシ血清アルブミン：BSA, Sigma. 
・GelMa（Sigma, Gelma 5%, P.I 0.1%） 
・IWAKI ガラスボトムディッシュ(Glass 27 φ) 








GelMa 溶液を調製し、そこに HUVEC（P4）（2.0×106 cells/ml）と MSC を 1.0×105 cells/ml を包
埋して、セルカルチャーインサート、もしくはガラスボトムディッシュ上で培養する。（液量は 500 μL











このときのガラスベースディッシュ上の GelMa を共焦点顕微鏡で精密に観察した(Fig. 3.9)。培養か
 
Figure 3.7 コラーゲンゲル内の血管内皮細胞の血管ネットワーク 
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ら約３日後に美しい血管ネットワークを形成し、その血管ネットワークはゲル全面に広がり、ゲルの
厚さである 100-150 μm のすべての深さ方向にネットワークが広がっていた。また、血管構造が管腔
構造でつながっているエリアは全長で 5mm を超えているものもあった。Fig. 3.9 右下の血管構造がコ
ネクションされているエリアを示す。血管内皮細胞のネットワークを拡大した写真が Fig. 3.11 である。
写真のように非常にきれいなネットワークを形成している。このネットワークは 10-100 μm の直径で
様々な口径の管腔構造が存在していた。10-20 μm の管腔構造は 1 細胞が足を伸ばした中が空洞になっ
ていた。30 μm 程度の管腔構造は 2 つの細胞が向いあわせになって筒を形成し、それ以上の 50-100 
μm の管腔は複数個（5-10 個）程度の細胞が集まって管腔を形成していた。ネットワークの断面を示
した写真が Fig. 3.12 である。この写真より HUVEC が作るネットワーク構造は確実に管腔構造にな
っていることが分かる。また、共焦点顕微鏡観察によって解析したところ、15-20 μm 程度から管腔構

















Figure 3.10 血管ネットワークの深さ方向の分布、100μm 以上の厚みに渡って血管
ネットワークが伸長している。 




Figure 3.11 共焦点顕微鏡によるゲル内の血管内皮細胞の血管ネットワーク 
 
 
Figure 3.12 血管ネットワークの断面像と管腔構造 
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・UV 照射装置 SpotCure SP-9 
・共焦点顕微鏡 (zeiss LSM700) 
【試薬】 
・ヒト臍帯静脈血管内皮細胞(HUVEC), Lonza 
・GFP-ヒト臍帯静脈血管内皮細胞：Human umbilical vein endothelial cell (HUVEC), Angioprotemie. 
・血管内皮細胞用増殖培地：Endothelial Basal Medium-2 (EBM-2), Cambrex Bio Science. 
・Mesenchymal stem cell(間葉系幹細胞) 
・ウシ血清アルブミン：BSA, Sigma. 
・GelMa（Sigma, Gelma 5%, P.I 0.1%） 
・IWAKI ガラスボトムディッシュ(Glass 27 φ) 
・セルカルチャーインサート(BD Falocon) 6 well type 0.1 μm, 8 μm 
・Green FITC conjugated micro beads (invtrogen ) diameter=1μm 
【実験手順】 
血管内皮細胞のモノレイヤー形成（下面） 
セルカルチャーインサートに HUVEC を 2×105 cells/well の密度で播種し、24 時間培養を行う。これに
よりセルカルチャーインサート底面に血管内皮細胞のモノレイヤーを形成させる。 
血管内皮細胞の包埋 
GelMa 溶液を調製し、そこに HUVEC（P4）（2.0×106 cells/ml）と MSC を 1.0×105 cells/ml を包埋
して、セルカルチャーインサート、もしくはガラスボトムディッシュ上で培養する。（液量は 500 μL


























Figure 3.13 蛍光ビーズを用いた血管内皮ネットワークの送液テスト 




Figure 3.14 静水圧差による蛍光ビーズの微小血管構造への侵入 
 
Figure 3.15 蛍光ビーズの深さ方向への侵入距離 













・UV 照射装置 SpotCure SP-9 
・共焦点顕微鏡 (zeiss LSM700) 
【試薬】 
・ヒト臍帯静脈血管内皮細胞(HUVEC)(P4), Lonza 
・血管内皮細胞用増殖培地：Endothelial Basal Medium-2 (EBM-2), Cambrex Bio Science. 
・Mesenchymal stem cell(間葉系幹細胞) 
・ウシ血清アルブミン：BSA, Sigma. 
・GelMa（Sigma, Gelma 5%, P.I 0.1%） 
・Green FITC conjugated micro beads (invtrogen ) diameter=1μm 
 
ガラスキャピラリー洗浄 
30~50 本のガラスキャピラリーを PDMS で作製した土台に垂直に差し込み、純水：25%アンモニア
水：30%過酸化水素水＝1：1：4 の沸騰水溶液に 5 分間浸漬し、更に沸騰した純水にてすすぎを 2 回




に固定し、出力 100 W、アルゴン雰囲気下 0.3 Pa にて Cr を 1 分 30 秒間スパッタした。Cr は Au 層
の密着層である。引き続き、Au を同条件にて 3 分間スパッタした。 
 
RGDペプチドの修飾 
500 M RGD ペプチド溶液にガラスキャピラリーを 12 時間浸漬させた後、純水で洗浄した。 
金線の滅菌 
RGD ペプチドを修飾した金線をクリーンベンチ内で 70%エタノール、滅菌水の順にそれぞれ 5 分間




金線を架橋アルブミンコートディッシュに 5~10 本入れ、EBM-2 に 7.5×104 cells/mL の密度で懸濁
した HUVEC(P3)を 1 ディッシュ当たり 2 mL 量、つまり 1.5×105 cells/dish の密度で播種した。 
 
細胞の培養 

















金線を作用極、銀／塩化銀線を参照極、白金板を対極として、GelMa 内に差し込むことで 3 電極系






血管様構造を形成の後にポンプに接続して送液培養を 3 日間行った。 
 
ビーズ送液テスト 
培養後、アクチン、細胞核を染色し PBS に懸濁した FITC 蛍光ビーズを送液する。それを蛍光顕微鏡、
共焦点顕微鏡でタイムラプス観察、動画撮影をする。 
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3.4.3 実験結果と考察 
電気化学的な手法を用いて直径 500 μm の血管構造を作製し、その間を繋ぐように微小な血管構造
を血管内皮細胞の自己組織的な能力を用いて作製した。その結果、送液培養から３日で Fig. 3.16 のよ
うに非常に密な血管網構造をもった血管構造を作製することができた。この構造自体は非常に早い段
階（24 時間）で形成されていた。その後、さらに培養することで密なネットワークが形成された。ま
た、電気化学的に作製した血管構造の HUVEC とゲル内に播種した HUVEC は細胞間結合を結び、ネ
ットワーク構造が繋がっているように見える。ゲル中の血管ネットワークの直径は 20-30 μm 程度の
太さであり、最大 100 μm 程度の血管構造もあった。血管構造を固定、染色を行った後、この構造に、










小ネットワークは細胞間で VE-cadherin による接着で保たれていた。(Fig. 3.20-22) 
 
3.4.4 本節のまとめ 













Figure 3.17 微小血管構造への送液、圧力差なし 
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Figure 3.18 微小血管構造への送液、圧力差なし 
 
Figure 3.19 圧力差をかけた時に微小血管構造へと流れこむ蛍光ビーズ 
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Figure 3.20 微小血管構造の細胞間結合(VE-cadherin) 
 
Figure 3.21 微小血管構造の細胞間結合(VE-cadherin) 
 












できるかの検討を行った。その結果、血管内皮細胞は継代数が 4 もしくは 5 の細胞を 2.0×105 cells/ml
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第四章 






























方法を調査することである。3 つの作製方法はそれぞれ、スミロン Prime surface 96well、PDMS-
Oxychip、kuray Elplasia を用いた。 
4.2.3 スフェロイド 
一般に、細胞を生体から回収し培養をする際には、プラスチックの培養皿底面に細胞を接着させる


















・スミロン Prime surface 98well(住友ベークライト) 
・Pluronic F-127 (SigmaAldrich) 
・ヒト肝がん細胞 HepG2 (Hepatic carcinoma cells) 
・DMEM high clucose (Sigma) 
・Fetal Bovine Serum (Gibco) 
・PDMS・ウシ血清アルブミン：BSA, (Sigma) 
・GelMa（Sigma, Gelma 5%, P.I 0.1%） 
・IWAKI ガラスボトムディッシュ(Glass 27 φ) 
【実験手順１、スミロン・スフェロイド形成】 
HepG2の播種 
Prime surface に HepG2 を播種する。細胞数は 100 cells/well, 200 cells/well, 400 cells/well, 800 
 
Figure 4.1 スフェロイド形成プレート SUMIRON 
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培養 3 日目までのスフェロイド形成過程とスフェロイド直径の変化を位相差顕微鏡で観察した。 
 
【実験手順 2、PDMS 酸素透過性スフェロイドプレート】 
 
ポジティブモールドの作製 
アクリルを 3 次元造形装置を用いて凸加工をおこない、PDMS の鋳型を作製する。凸構造はスフェ
ロイドウェルにあわせて、直径 500 μm 高さ 300 μm とする。 
PDMSウェルの作製 
アクリルと 6 センチディッシュを組み合わせたものを鋳型としてそこに PDMS と硬化剤を 1:1 で混
合したものを、流し込み 80℃オーブンで 1 時間ベークを行い硬化させる 
オートクレーブ 
鋳型から取り出した PDMS プレートを、2 回オートクレーブ滅菌を行う。 
Pluronic F-127の修飾 
PDMS 表面を細胞が付着しない表面にするために、Pluronic F-127 を PDMS ウェル内に 2ml 導入
し 6 時間インキュベーターでインキュベートした。その後、PBS で 3 回洗浄を行う。Pluronic F-127 は
細胞毒性があるため、念入りに洗浄を行う。 
 
Figure 4.2 PDMS を用いた酸素透過性の自作スフェロイドプレート 
 
Figure 4.3 Kuray スフェロイド作製プレート Elplasia ® 












【実験手順 3、kuraray, Elplasia によるスフェロイド形成】 
HepG2の播種 
Elplasia RB500 に HepG2 を 1.0×106 cells/well の密度で播種する。1well あたり 3000 個の well が
配置されており、一枚のプレートで 18000 個のスフェロイドを作製することができる。 
 
スフェロイド形成過程の観察 







の結果から、初期細胞数を 200-400 cells/well で播種することにより、3-4 日でスフェロイドを形成す
ることがわかった。このスフェロイド形成法の利点は、1 スフェロイドずつ区切られているため 1 つ
ずつ細胞を分析したり、様々な条件をふることができることだと考えている。一方で、一度に同種類の
スフェロイドを大量に作製する用途には向いていない。1 プレートで 98 のスフェロイドしか作製する
ことができなく、細胞の播種やスフェロイドの播種に時間がかかるためである。PDMS プレートを用
いたスフェロイドの実験結果を Fig. 4.6 に示す。この PDMS プレートを用いた場合でも培養から約 3
日程度でスフェロイドを形成していた。また生死染色でもスフェロイドのすべての細胞が生きている
ことを確認した。培養 4 日経過した後に、回収したスフェロイドを Fig. 4.7 に示す。この PDMS プレ
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素濃度を高い状態で維持することが可能となる。更に Primesurface の場合と比べて、1 つのチップに
512 個の well を備えているために、比較的多くのスフェロイドを一度に作製できるという利点がある。
Elplasia を用いたスフェロイド作製の結果をに示す。このスフェロイドプレートを用いた場合では、
細胞は凝集から 1 日後の凝集をおえ、3 日後には完全なスフェロイドを形成していた。播種密度と well
数から 1 つのスフェロイドは 2000—3000 このスフェロイドで構成されていると見積もられる。この
手法の特徴は、1 プレートで一度に 18000 個ものスフェロイドを大量に作製できる点である。最終的





本節では 3 つのスフェロイド作製方法を検討した。Prime surface は播種密度に対してリニアにス
フェロイドの大きさをコントロールできるが、一度に大量のスフェロイドを作製することはできない。
PDMS プレートを用いた場合は一度に 512 このスフェロイドを作製でき、かつ PDMS の使用によっ
て酸素濃度を高く保つことができる。Elplasia を用いた場合には、酸素濃度は高く維持できないもの
の、一度に 18000 個という大量のスフェロイドを作製することができる。今後の培養では、培養系に
応じて PDMS プレートと Elplasia のスフェロイドプレートを使い分ける。 
  





Figure 4.4 Prime surface を用いたスフェロイドの作製 
200 cells/well 400 cells/well 800 cells/well 1600 cells/well 3200 cells/well 6400 cells/well










Figure 4.5 培養 4 日後のスフェロイドとスフェロイドの生死染色 
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Figure 4.6 PDMS プレートを用いたスフェロイドの作製と生死染色結果 
 
Figure 4.7 PDMS プレートを用いたスフェロイドの回収（培養から 72 時間後） 






Figure 4.8 Elplasia を用いたスフェロイドの形成 





























Figure 4.9 肝臓の発生過程と 3 細胞の細胞間相互作用の重要性 














・UV 照射装置 SpotCure SP-9 
・共焦点顕微鏡 (zeiss LSM700) 
【試薬】 
・ヒト臍帯静脈血管内皮細胞(HUVEC), Lonza 
・RFP-MSC, from Lonza. 
・GFP-ヒト臍帯静脈血管内皮細胞：Human umbilical vein endothelial cell (HUVEC), Angioprotemie. 
・血管内皮細胞用増殖培地：Endothelial Basal Medium-2 (EBM-2), Cambrex Bio Science. 
・Mesenchymal stem cell(間葉系幹細胞) 
・ウシ血清アルブミン：BSA, Sigma. 
・GelMa（Sigma, Gelma 5%, P.I 0.1%） 
・IWAKI ガラスボトムディッシュ(Glass 27 φ) 
スミロン Prime surface 98well(住友ベークライト) 
・Pluronic F-127 (SigmaAldrich) 
 
Figure 4.10 肝臓発生を利用したミニ肝臓の作製 
T. Takebe, Nature 499, 481–484 (25 July 2013) 
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・ヒト肝がん細胞 HepG2 (Hepatic carcinoma cells) 
・DMEM high clucose (Sigma) 
・Fetal Bovine Serum (Gibco) 
・PDMS・ウシ血清アルブミン：BSA, (Sigma) 
・GelMa（Sigma, Gelma 5%, P.I 0.1%） 
・アンモニアテストワコー(Wako) 





30~50 本のガラスキャピラリーを PDMS で作製した土台に垂直に差し込み、純水：25%アンモニ
ア水：30%過酸化水素水＝1：1：4 の沸騰水溶液に 5 分間浸漬し、更に沸騰した純水にてすすぎを 2




部に固定し、出力 100 W、アルゴン雰囲気下 0.3 Pa にて Cr を 1 分 30 秒間スパッタした。Cr は Au 層
の密着層である。引き続き、Au を同条件にて 3 分間スパッタした。 
RGDペプチドの修飾 









金線を非接着性ディッシュに 5~10 本もしくはマルチニードルを１本入れ、EBM-2 に 7.5×104 




播種した細胞をインキュベーター内で 37℃、5% CO2-Air のもとで、金線周囲を完全に覆うまで、3~4












チャンバーに 3 本固定した。このとき、細胞を傷つけないように注意しながら差し込んだ。 
 
GelMa溶液への細胞懸濁 
血管内皮細胞を 2.0×106 cells/ml と間葉系幹細胞を 1.0×105 cells/ml を GelMa に懸濁させる。更
に、kuraray の Elplasia で作製した肝臓スフェロイドを 300 個/ml の濃度で懸濁させた。１つのスフェ

















モニア代謝量を測定するために、培地には予め 1mM の塩化アンモニウム(NH4+Cl-)を加えておく。 
 















形成していた。この時 MSC も増殖している様子が確認できた。位相差顕微鏡の観察から HepG2 は同様
に増殖しコロニーを形成していることが分かる(Fig. 4.12)。一方で作製した血管構造は培養を続けても
変化はなく、ゲル中に伸長することはなかった。アルブミンの濃度の経時的な測定結果を Fig. 4.13 に示
す。また、ゲルに HUVEC と MSC を加え共培養をしたほうが HepG2 を単独で加えた場合に比べて大き
な違いが見られた。その分泌量は培養７日後には、２倍の差となった。このことから、血管内皮細胞と






Fig. 4.15 に初代肝細胞をゲルに包埋した際の結果を示す。初代肝細胞と MSC と HUVEC をゲルに懸
濁し培養した結果 HepG2 を加えた時のように、HUVEC はゲル中でネットワークを形成し MSC は増殖
していった。一方で HepG2 の場合と比べて全体的に HUVEC のネットワークが少ないようにみえる。
共焦点顕微鏡による観察では HUVEC の管腔構造は筒構造を形成しているようにみえる(Fig. 4.15)。位
相差顕微鏡の画像を見ると初代肝細胞も小さな凝集体を形成していた。しかし初代肝細胞は HepG2 の
ように増殖しないために凝集体の大きさは小さく、数個の細胞が集まったような形となっていた。この
時のアルブミン濃度を測定した結果が Fig. 4.16 である。初代肝細胞を加えた場合には、HepG2 の共培
養時に比べて合成能は低く、HepG2 の単独培養寄りは高いという結果となった。これは HepG2 と初代
肝細胞の増殖率の違いが起因しているのではないかと考えられる。ゲル中での細胞数を正確に知ること
ができないために、1 細胞あたりのアルブミンの合成能を測定することは難しい。この時のアンモニア
代謝の結果を Fig. 4.17 に示す。これより、送液培養するに連れてアンモニアの代謝量は上昇した。この


















Figure 4.11 HUVEC,MSC,HepG2 の共培養と血管構造 
 
Figure 4.12 位相差画像 HUVEC,MSC,HepG2 の共培養と血管構造 




Figure 4.13 回収した培地のアルブミン濃度変化 
（上）◆HUVEC+MSC+HepG2 スフェロイド包埋、■HepG2 スフェロイド包埋のみ、 
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二分化させるのかといった研究である。本研究では D'Amour KA らが提唱した iPS 細胞から肝細胞へ
の分化プロトコルを採用し[8]、それを最適化した分化プロトコル[4, 9]を実際に使用した。この肝細胞
分化プロトコルを Fig. 4.18 に示す。iPS 細胞から成熟肝細胞への分化では、その分化段階において 4
種類の細胞腫に分けられている。RPMI+Activin が含まれた培地で iPS 細胞を培養すると培養から一
週間ほどで胚体内胚葉細胞(Definitive endoderm(iPS-DE))へと分化する。この細胞は、肝臓発生にお
いても最初の段階の細胞であり、内胚葉系もしくは中胚葉系への運命決定がされた細胞である。その
Figure 4.18 本研究で用いる iPS 細胞から肝細胞への分化プロトコル 
 


























Figure 4.19 iPS 細胞のホストによるアルブミン分泌量とアンモニア代謝速度の違い[10] 





・UV 照射装置 SpotCure SP-9 
・共焦点顕微鏡 (zeiss LSM700) 
・ 
【試薬】 
・iPS 細胞(TkDA) from takebe (Yokohama city university) 
・ヒト臍帯静脈血管内皮細胞(HUVEC), Lonza 
・GFP-ヒト臍帯静脈血管内皮細胞：Human umbilical vein endothelial cell (HUVEC), Angioprotemie. 
・血管内皮細胞用増殖培地：Endothelial Basal Medium-2 (EBM-2), Cambrex Bio Science. 
・Mesenchymal stem cell(間葉系幹細胞) 
・ウシ血清アルブミン：BSA, Sigma. 
・GelMa（Sigma, Gelma 5%, P.I 0.1%） 
・IWAKI ガラスボトムディッシュ(Glass 27 φ) 
・セルカルチャーインサート(BD Falocon) 6 well type 0.1 μm, 8 μm 
・ActivinA (R&D Systems) 
・Wnt3a (R&D Systems) 
・RPMI 1640(Sigma) containing 1×B27supplement (Invitrogen) 
・knockout-DMEM (KO-DMEM) (Invitrogen)  
・20% (vol/vol) knockout serum replacement (KSR) (Invitrogen)  
・1 mM L-glutamine (Invitrogen)  
・1% (vol/vol) nonessential amino acids (Invitrogen) 
・0.1 mM 2-mercaptoethanol (Invitrogen)  



































Table 4.1 染色に使用した抗体 









Alexa Fluor 555 goat anti-
rabbit igG (H+L) 
Rabbi
t 
goat A21428 Life 
Technologies 
4℃ 1/200 
Alexa Fluor 488 goat anti-
rabbit igG (H+L) 
Rabbi
t 
goat A11008 Life 
Technologies 
4℃ 1/200 
Alexa Fluor 555 goat anti-
rabbit igG (H+L) 
Goat Donkey A21432 Life 
Technologies 
4℃ 1/200 
Table 4.2 染色に用いた 2 次抗体 
Target gene Forward primer sequence(5’-3’) Reverse primer sequence(5’-3’) 
GAPDH ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA 
b-actin CAT CGA GCA CGG CAT CGT CA TAG CAC AGC CTG GAT AGC AAC 
Oct 3/4 GAC AGG GGG AGG GGA GGA GCT 
AGG 
CTT CCC TCC AAC CAG TTG CCC 
CAA AC 
Nanog CCT GTG ATT TGT GGG CCT G GAC AGT CTC CGT GTG AGG CAT 
SOX17 CGC TTT CAT GGT GTG GGC TAA 
GGA CG 
TAG TTG GGG TGG TCC TGC ATG 
TGC TG 
CXCR4 GGT GGT CTA TGT TGG CGT CT ACT GAC GTT GGC AAA GAT GA 
HNF4A CCA CGG GCA AAC ACT ACG G GGC AGG CTG CTG TCC TCA T 
FOXA2 TGG GAG CGG TGA AGA TGG AAG 
GGC AC 
TCA TGC CAG CGC CCA CGT ACG 
ACG AC 
AFP AAA TGC GTT TCT CGT TGC TT GCC ACA GGC CAA TAG TTT GT 
ALBUMIN CTT CCT GGG CAT GTT TTT GT TGG CAT AGC ATT CAT GAG GA 
CYP3A7 CAA AAG ACT CTG AGA CCC ACA A AGC CAG CAA AAA TAA AGA TAA 
TTG A 
RBP4 GCC TCT TTC TGC AGG ACA AC CGG GAA AAC ACG AAG GAG TA 
TTR ATG GCT TCT CAT CGT CTG CT GCT CCT CAT TCC TTG GGA TT 
AAT CTT TGA AGT CAA GGA CAC CG GCT GAA GAC CTT AGT GAT GC 
PEPCK TGC ATG AAA GGT CGC ACC A CAC AGA ATG GAG GCA TTT GAC A 
G6PC GCT TGG ATT CTA CCT GCT AC AAA GAC TTC TTG TGT GTC TGT C 
Table 4.3 Real-time RT-PCR に用いたプライマー 




TkDA-iPS 細胞は SNL フィーダー細胞もしくはマトリゲル上で未分化維持培養を行った。継代時
には CTK 液によりフィーダー細胞を脱離させ純化を行った。未分化維持の確認には、未分化マーカ




は更に ActivinA を 100 ng/ml の濃度で加えた(Fig. 4.22)。 
 
胚体内胚葉細胞 iPS-DE細胞から肝内胚葉細胞 iPS-HE細胞、への分化 
培地を RPMI1640＋B27 培地に交換し、3-4 日程度分化誘導培養を行った。この時、培地には更に
bFGF を 10 ng/ml、BMP4 を 20 ng/ml の濃度で加えた。これらの細胞の分化の確認は HNF4a と FOXA2
と Nanog の発現を PCR で調べることで行った。 
 
【実験手順-iPS-DE もしくは iPS-HE 細胞を用いたスフェロイドの作製】 
作製手順は前節の作成手順と同様の方法を用いた。 
 




30~50 本のガラスキャピラリーを PDMS で作製した土台に垂直に差し込み、純水：25%アンモニ
ア水：30%過酸化水素水＝1：1：4 の沸騰水溶液に 5 分間浸漬し、更に沸騰した純水にてすすぎを 2




部に固定し、出力 100 W、アルゴン雰囲気下 0.3 Pa にて Cr を 1 分 30 秒間スパッタした。Cr は Au 層













金線を非接着性ディッシュに 5~10 本もしくはマルチニードルを１本入れ、EBM-2 に 7.5×104 















チャンバーに 3 本固定した。このとき、細胞を傷つけないように注意しながら差し込んだ。 
 
GelMa溶液への細胞懸濁 
血管内皮細胞を 2.0×106 cells/ml と間葉系幹細胞を 1.0×105 cells/ml を GelMa に懸濁させる。更
に、kuraray の Elplasia で作製した肝臓スフェロイドを 300 個/ml の濃度で懸濁させた。１つのスフェ




GelMa 溶液をチャンバー内に 0.5ml-1ml を流し入れ UV 光を 5.0mW/cm2の出力で 60 秒×2 当てて
ゲル化させた。 
 




















を用い、アルブミンは ELISA を用いて測定を行った。ELISA のプロトコルは一般的な ELISA 手法に従
った。 
 
送液培養後の組織回収と Total RNAの抽出 
送液培養を行った組織体は遺伝子発現量解析を行うために、RNAeasy mini kit を用いて組織体の total 
RNA を抽出した。以下のその手順を示す。 
 
Real time RT-PCRによる遺伝子発現量解析 
上記で抽出した RNA を用いて RT-PCR を行った。解析した遺伝子と使用したプライマーの配列を
Table 4.3 に示す。 
 
 
Rneasy mini kit  
Methods: 
1. 細胞数を数える。培養液を吸引除去し、PBS で細胞を洗浄する。PBS を吸引除去し、0.1 ～0.25%
トリプシンを含む PBS を加える。ディッシュあるいはフラスコから細胞を剥離後、培養液（トリプシ
ンを不活性化するために血清を含む）を添加し、細胞を RNase フリーのガラスあるいはポリプロピレン
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製遠心チューブ（別途準備）に移し、300 x g で 5 分間遠心する。 
2. Buffer RLT を添加して細胞を破砕する。 
 
2 ペレット化した細胞は指で軽く叩きルーズにする。適切な量の Buffer RLT を添加する（表 5 参照）。ボ
ルテックスあるいはピペットで混和して、ステップ 3 に進む。 
  
3. 細胞ライセートをステップ 3a、3b あるいは 3c に従ってホモジナイズする。 
2 ml のコレクションチューブにセットした QIAshredder スピンカラムにライセートを直接ピペットで添
加し、最高スピードで 2 分間遠心操作する 
 
4. ホモジナイズされたライセートに同量の 70％エタノール（RNAfree 水で希釈）を添加し、ピペッティ
ングによりよく混和する。遠心操作は行なわない。 
 
5. 最高 700 μl のサンプル（形成した沈殿物を含む）を、2 ml コレクションチューブ（添付）中にセッ
トした RNeasy スピンカラムにアプライする。蓋を静かに閉めて、8000 x g（10,000 rpm）以上で 15 秒
間遠心操作する。ろ液を捨てる。 
 
6. 700 μl の Buffer RW1 を RNeasy スピンカラムに添加する。蓋を静かに閉め、スピンカラム・メンブ
レンを洗浄するために 8000 x g（10,000 rpm）以上で 15 秒間遠心操作する。ろ液を捨てる*。 
 
7. RNeasy スピンカラムに 500 μl の Buffer RPE を添加する。蓋を静かに閉め、スピンカラム・メンブ
レン洗浄のために 8000 x g（10,000 rpm）以上で 15 秒間遠心する。ろ液を捨てる。 
 
8. RNeasy スピンカラムに 500 μl の Buffer RPE を添加する。蓋を静かに閉め、RNeasy スピンカラム・
メンブレンを乾燥するため、8000 x g（10,000 rpm）以上で 2 分間遠心操作する。 
 
9.：RNeasy スピンカラムを新しい 2 ml コレクションチューブ（添付）に移し、ろ液の入った古いコレク
ションチューブを捨てる。蓋を静かに閉めて、最高スピードで 1 分間遠心操作を行なう。 
 
10. RNeasy スピンカラムを新しい 1.5 ml コレクションチューブ（添付）にセットする。RNase フリー水
30～50 μl を直接スピンカラム・メンブレンに添加する。蓋を静かに閉め、8000 x g（10,000 rpm）以上
で 1 分間遠心操作を行ない、RNA を溶出する。 
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4.4.4 実験結果と考察 
フィーダー細胞上の iPS の画像を Fig. 4.20 に示す。iPS 細胞はフィーダー細胞上でコロニーの形
態を保ちつつ増殖していく。一般的にこのコロニー内の細胞が詰まったような形の方が、未分化維持
ができていると言われているが。本研究で培養した iPS 細胞もそのような形態を示していた。iPS 細
胞を回収する際には先に CTK 液によってフィーダー細胞だけを表面から取り除き、その後セルスクレ
ーパーで回収することで iPS 細胞を継代できる。OCT3/4 は iPS 細胞作製の際の初期化因子としても
知られているが、発生における幹細胞マーカーとしても知られている。iPS 細胞の未分化維持を確認す
るために、OCT3/4 を染色した結果を Fig. 4.20 に示す。染色結果から OCT3/4 が iPS 細胞のみに発現
していることが分かる。このことから、培養した iPS 細胞は未分化を維持したまま培養できているこ
とがわかった。次に、実際に用いる前に、Matrigel 上で培養し、細胞の純化と選別を行った。Matrigel
上の培養でも OCT3/4 が発現していることを確認した。iPS-DE の位相差顕微鏡、及び蛍光顕微鏡の写
真を Fig. 4.22 に示す。iPS 細胞では細胞は非常に密な形態を示し、細胞核がクニンできない状態であ
ったが、iPS-DE まで分化誘導を行うと、細胞の形態はくっきりとして一つ一つの細胞が認識できるよ
うになる。TkDa 細胞は予め、GFP が導入されているために蛍光顕微鏡で観察可能である。iPS-HE の
位相差顕微鏡、及び蛍光顕微鏡の写真を Fig. 4.23 に示す。ここまで分化誘導をかけると細胞の継代は
肝細胞に特徴的な敷石状の細胞形態を示す。さらに、このまま培地を肝細胞増殖培地に変えて培養す
ると成熟肝細胞へと分化できる。この分化段階から、肝細胞としての機能が発現され、遺伝子マーカー
やアルブミン分泌から判断できるようになる。iPS-DE 及び iPS-HE スフェロイドをハイドロゲルで包
埋し、アルブミン分泌量を比較した結果を Fig. 4.24 に示す。スフェロイド包埋から５日ほどでアルブ
ミン分泌量が測定範囲に入ってきたのに対し、iPS-DE は８日ほどでアルブミン分泌量が確認された。









Fig. 4.26, 27 に iPS-HE のスフェロイド形成の写真を示す。このように直径が約 150-250 μm 程度
のスフェロイドを形成することができた。スフェロイドのサイズは、播種する細胞密度を変更するこ
とによって変えることができる。一般にスフェロイド内部への酸素拡散は直径 200 μm 程度が限界と
言われているため、本研究では 200 μm 程度のスフェロイドを形成した。200 μm 以上のスフェロイド
も作製することは可能であるが、それ以上の大きさのスフェロイドを作製したとしても、内部が壊死
してしまい、結果的にスフェロイドの肝機能が低下してしまうためである。スフェロイドプレートに
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播種してから 7 日ほどでアルブミン分泌が開始され、10 日ほどで、アルブミン分泌が 100 ng/ml を超
える。本研究では、これを指標として、スフェロイド形成から 12-15 日前後のものを使用した。iPS-
HE スフェロイドの共焦点顕微鏡画像を、Fig. 4.28 に示す。このように、非常に均一な形状のスフェ
ロイドを形成することができた。更に、遺伝子発現結果より、スフェロイド形成をする前と比較する
と、未分化マーカーや内胚葉マーカーである Oct3/4 や SOX17 の発現量が減少し、ALB や AFP と行
った幹細胞マーカーの発現量が上昇した。また、アルブミンの分泌量を初代肝細胞スフェロイドと比
べると劣っていることが分かるが、現在の分化効率と分化誘導の度合いから判断すると妥当な値だと
思われる(Fig. 4.29)。TkDa には予め GFP が導入してあるが、これは分化が進んでも発現が減少する
ことがない。この世運に予め蛍光標識で標識しておくことで、今後送液培養系に充填し肝組織を作製
したとしても、非侵襲的に組織内の観察が可能である。 
実際の iPS-HE スフェロイドを用いた肝組織作製の手順を Fig. 4.32 に示す。iPS-HE スフェロイド





用いて血管構造を形成し、同様にして iPS-HE をハイドロゲルに包埋した結果が Fig. 4.34 である。若
い継代数の血管内皮細胞を用いると、更に早い段階(培養３日目)で成熟した血管ネットワークを形成し
ていた。これらは、管腔構造になっていることも確認した。更に送液培養を一週間行うと、この血管ネ






べて培養７日目にはその代謝速度は 10 倍程度上昇した(Fig. 4.36)。また、前節で行った初代肝細胞ス
フェロイドを用いた結果と比べるとアルブミン分泌量は約半分、アンモニア代謝速度は約 4 分の 1 程
度であった。Figure 4.37 に送液培養０日目に対しての送液培養７日目の遺伝子発現量の変化を示す。
Nanog, Oct3/4 といった発現量は非常に低く、更に一週間の間に減少していた。また、AFP, FOXA2 な
どの肝細胞に普遍的な分化マーカーの発現量も上昇し、SOX17 や HNF4a と言った内胚葉マーカーの
発現量は減少していた。更に、PEPCK, G6PC, αAT, TTR などの成熟肝細胞のみに発現する遺伝子は












Figure 4.20 SNL(feeder)細胞上の iPS 細胞と未分化マーカーである OCT3/4 の染色 
 
Figure 4.21 SNL,feeder 細胞上の iPS 細胞と未分化マーカーである OCT3/4 の染色 




Figure 4.22 iPS-DE 細胞分化 0 日目 
 
Figure 4.23 iPS-HE 細胞分化 0 日目、3 日目 














Figure 4.25 iPS-DE のスフェロイド包埋培養と単細胞包埋培養での分化マーカーの









































































Figure 3 mRNAによる遺伝子発現量の比較(Day 14)
 

























































Figure 4.27 kuraray Elplasia を用いた iPS-HE のスフェロイドの形成とスフェロ
イドの回収、回収時のアルブミン分泌量:150 ng/ml 
D1 D5 D15
Total sphere : 1549(4wells)














non-labeled iPS-derived hepatic sphere 
×10 ×20
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Figure 4.30 GFP-iPS-HE のスフェロイドの形成 
D15 1099 sphere/4wells
ALB : 117-149ng/ml(D8,n=4)
2 mm 1 mm
D3 D15
1 mm2 mm
2 mm 1 mm 1 mm2 mm
 
Figure 4.31 GFP-iPS-HE のスフェロイドの形成 
 
GFP GFP/DAPI
100 μm 100 μm 100 μm
Actin/DAPI




Figure 4.32 GFP-iPS-HE のスフェロイドを用いた３D 肝臓類似組織の作製手順 
 
 
Figure 4.33 三次元肝臓類似組織の蛍光顕微鏡写真、送液培養後 D0→D7 
培養 7 日後には iPS-HE スフェロイドの周りを取り巻くように HUVEC の微小血管
ネットワーク構造が張り巡らされている。 
 




Figure 4.34 GFP-iPS-HE のスフェロイドを用いた三次元肝臓類似組織の共焦点顕微鏡写真 
培養から 3 日後、7 日後 
(下)GFP-iPS-HE スフェロイドの形態変化と HUVEC の微小ネットワークとの細胞間結合
の様子 
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Figure 4.37 送液培養 7 日後の肝臓類似組織の遺伝子発現解析 from total RNA 
基準 送液培養前の iPS-HE スフェロイドを含んだ組織体 
 






分泌量とアンモニア代謝を行う iPS 細胞由来の肝組織を構築することができた。 
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Figure 5.1 本研究で提案する実際の治療形態 






























Figure 5.2 これまで実験に用いてきたアクリルチャンバー 












の動脈では、常に 80-150 mmHg の血圧がかかっており、静脈の場合でも 15 mmHg 程度の圧力がか














・UV 照射装置 SpotCure SP-9 




・GFP-ヒト臍帯静脈血管内皮細胞：Human umbilical vein endothelial cell (HUVEC), Angioprotemie. 
・血管内皮細胞用増殖培地：Endothelial Basal Medium-2 (EBM-2), Cambrex Bio Science. 
・ウシ血清アルブミン：BSA, Sigma. 
・GelMa（Sigma, Gelma 5%, P.I 0.1%） 
・タイゴンチューブ(Φ0.5 mm) 





























Figure 5.3 PTFE 円柱型チャンバーを用いた肝組織作製の模式図 
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PTFEチューブのタップ立て 
タップを用いて直径 5.5mm の穴にコネクターを接続するためのねじを切る。 
PDMSメインチャンバーの作製  
信越シリコン PDMS と硬化剤を 10:1 で混ぜあわせ、予め作製しておいた内径が 8 mm のアクリ













生体適合性の観点から、PTFE と PDMS-PTFE を組み合わせたチャンバーを作製した(Fig. 5.4)。
PTFE チャンバーとコネクターの間には O リングを配置した。このようにすることで、送液した時の
液漏れを防ぐことができた。PDMS-PTFE チャンバーの場合には、PDMS それ自体が O リングの役
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Figure 5.5 マイクロ CT を用いたチャンバーの内部構造 
 
 
Figure 5.4 PTFE 円柱型チャンバーを用いた肝組織作製の模式図 




Figure 5.7 PDMS-PTFE チャンバー内に作製した血管構造とその内腔を流れる蛍光
デキストラン溶液 
 
Figure 5.6 PDMS-PTFE チャンバー内への血管構造作製と送液培養 
























Figure 5.8 クラニアルウィンドウによる血管構造観察と移植片との血管吻合[2] 
 









・UV 照射装置 SpotCure SP-9 
・共焦点顕微鏡 (zeiss LSM700) 
【試薬】 
・ヒト臍帯静脈血管内皮細胞(HUVEC), Lonza 
・GFP-ヒト臍帯静脈血管内皮細胞：Human umbilical vein endothelial cell (HUVEC), Angioprotemie. 
・血管内皮細胞用増殖培地：Endothelial Basal Medium-2 (EBM-2), Cambrex Bio Science. 
・Mesenchymal stem cell(間葉系幹細胞) 
・ウシ血清アルブミン：BSA, Sigma. 
・GelMa（Sigma, Gelma 5%, P.I 0.1%） 
・C57BL/6 マウス 















今回、移植したサンプルは 3 種類である。 
1. 一本の血管構造＋iPS-HE spheroid、RFP-HUVEC、MSC を GelMa に包埋した系(Sample) 
2. 筒構造はあるが HUVEC が張り付いていない＋iPS-HE spheroid、RFP-HUVEC、MSC を GelMa に
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包埋した系 














子を Fig. 5.12 に示す。血液を可視化することができなかったが、この時でも、HUVEC のネットワー
クと電気化学的に作製した血管構造、及び、iPS 肝スフェロイドは生存していた。一方で、サンプルと









Figure 5.9 クラニアルウィンドウへの移植 
4 mm
2 mm




















































500 μm 200 μ




Figure 5.11 移植後の移植片と血管構造の様子 
送液腔への血液流入 








Figure 5.13 送液培養の血管構造と静置培養の血管構造（移植後 24 時間） 





Figure 5.14 位食編の横向き移植の様子 





























Figure 5.15 肝臓をバイパスするようなカニュレーション方法① 





















・UV 照射装置 SpotCure SP-9 





Figure 5.16 門脈を完全結紮しそこへカニュレーションを行う方法③ 




・RFP-ヒト臍帯静脈血管内皮細胞：Human umbilical vein endothelial cell (HUVEC), Angioprotemie. 
・血管内皮細胞用増殖培地：Endothelial Basal Medium-2 (EBM-2), Cambrex Bio Science. 
・Mesenchymal stem cell(間葉系幹細胞) 
・ウシ血清アルブミン：BSA, Sigma. 
・GelMa（Sigma, Gelma 5%, P.I 0.1%） 
・IWAKI ガラスボトムディッシュ(Glass 27 φ) 
・ヒト臍帯静脈血管内皮細胞(HUVEC), Lonza 
・血管内皮細胞用増殖培地：Endothelial Basal Medium-2 (EBM-2), Cambrex Bio Science. 
・Mesenchymal stem cell(間葉系幹細胞) 
・ウシ血清アルブミン：BSA, Sigma. 
・BD falcon Culture cell insert, (Pore size: 0.4 μm or 8 μm) 
・GelMa（Sigma, Gelma 5%, P.I 0.1%） 
・カニューラ(0.5 mm type)×2 
・サーフロフラッシュ 27G, 24G 
・スクロース Wako 純薬 
・OCT コンパウンド, Tissue Tek 
・27G シリンジ針（テルモ） 
・ヘパリンコートヘマトクリット毛細管(Hirschmann laboratory) 
・ヘパリン Na 5000U/5ml(持田製薬) 
 
Figure 5.17 マウスへの肝組織移植と体外循環後のスキーム 
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吻合後 3 時間後に組織を取り出した凍結切片を作製 H&E 染色した結果が Fig. 5.21,22 である。凍結
切片後の管腔構造の内壁には血管内皮細胞が接着している様子が観察できた。門脈に流れ込む血液量か






た場合には送液可能な血管構造間への血液の拡散に大きな違いが見られた(Fig. 5.25)。移植後 12 時間
と 24 時間後に血液を採取し、マウス血液中に分泌されたヒトアルブミンの濃度を測定したところ、移

















Figure 5.20 マウスカニュレーションの血管構造の様子と血管構造への血液流入 
 
Figure 5.21 体外循環 3 時間後の移植組織と血管構造の様子 
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Figure 5.22 移植組織の血管構造の H&E 染色像 
 
Figure 5.23 移植前の HepG2 を用いた高密度肝組織（ハイドロゲル内に HepG2 ス
フェロイドを包埋、血管内皮細胞と間葉系幹細胞なし） 




Figure 5.24 体外循環 3 時間後の肝組織 




Figure 5.26 肝組織の移植と微小血管構造を通った血液の拡散 
 
Figure 5.25 肝組織カニュレーション移植後のマウスと、皮下留置 

























・UV 照射装置 SpotCure SP-9 


















試薬 前灌流用緩衝液[g/L] コラゲナーゼ溶液[g/L] 
NaCl 8 8 
KCl 0.4 0.4 
NaH2PO4・2H2O 0.078 0.078 
Na2HPO4・12H2O 0.151 0.151 
HEPES 2.38 2.38 
EGTA 0.19 - 
NaHCO3 0.35 0.35 
CaCl2 - 0.56 
Glucose 0.9 - 
Penicillin 0.059 0.059 
Streptomycin 0.1 0.1 
Collagenase - 0.5 



















































シャーレに培地を 15 ml ぐらい多めに入れ摘出した肝臓をメスで切り刻み細胞膜を破壊し肝細胞を
培地に溶かし出す。肝臓重さ(1.22g)ガーゼとステンレスメッシュの順で培地を塗るように加えながら濾
過し二本の容器に同じぐらいの量に分ける。400 rpm 180 秒遠心分離する。 上ずみをポンプで吸引して
捨てたら培地を足し 40ml ぐらいにしたらやさしくピペッティングしておく。上記操作を二回繰り返す。 
再び同じく遠心分離器にかけ上ずみを捨て最後は一本にまとめて遠心分離器にかける。 細胞カウント
と生存率を測定する（Table 5.3）。Total number of viable cells: 8.6×107 cells/liver cell viability: 81.9% 
マウス肝細胞を用いたスフェロイドの形成 
生存率を求め終わったら、冷蔵庫で保管していた細胞を、2.5×106 cells/well でコラーゲンコート播





Table 5.3 一匹のマウスから採取できる肝細胞数と生存率 
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5.5.4 実験結果と考察 
上記の手順によって ICR マウスから肝細胞を単離した(Fig. 5.28)。切り取った肝臓の重さは約 1.2-
1.4 g, Total number of viable cells: 8.6×107 cells/liver であり細胞生存率は 87-92%であった。これは
他論文と比較しても同等の値であった[8]。この肝細胞をコラーゲンコートディシュ上で培養した結果
を Fig. 5.28 に示す。更に、スフェロイドを形成させたところ培養から３日ほどで直径が 200-400 μm
のスフェロイドを形成することができた Fig. 5.29。 培養４日目に生死染色を行ったところ、スフェロ
イドはすべて生細胞で構成されており、死細胞は観察できなかった。したがって、マウス肝細胞の単離
の手技やスフェロイドの形成手順が有用であることを確認できた。この時のサンプルのアンモニア濃
度の変化が Fig. 5.30 である。期待通り、スフェロイド培養の方が単層培養に比べてアンモニア除去の
能力が高まりそれが長期間続いた。今後マウスに対して治療効果を証明する際には、このように抽出
したマウス肝細胞と血管内皮細胞、間葉系幹細胞を用いて立体的な肝組織を作製していく。 
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Figure 5.28 マウス肝細胞の単離と、単層培養 
 
Figure 5.29 初代マウス肝細胞を用いて作製したスフェロイドと生死染色 




Figure 5.30 マウス肝細胞スフェロイドのアルブミン分泌速度(スフェロイド vs 単
層培養) 















・UV 照射装置 SpotCure SP-9 
・共焦点顕微鏡 (zeiss LSM700) 
【試薬】 
・ヒト臍帯静脈血管内皮細胞(HUVEC), Lonza 
・RFP-ヒト臍帯静脈血管内皮細胞：Human umbilical vein endothelial cell (HUVEC), Angioprotemie. 
・血管内皮細胞用増殖培地：Endothelial Basal Medium-2 (EBM-2), Cambrex Bio Science. 
・Mesenchymal stem cell(間葉系幹細胞) 
・ウシ血清アルブミン：BSA, Sigma. 
・GelMa（Sigma, Gelma 5%, P.I 0.1%） 
・IWAKI ガラスボトムディッシュ(Glass 27 φ) 
・ヒト臍帯静脈血管内皮細胞(HUVEC), Lonza 
・血管内皮細胞用増殖培地：Endothelial Basal Medium-2 (EBM-2), Cambrex Bio Science. 
・Mesenchymal stem cell(間葉系幹細胞) 
・ウシ血清アルブミン：BSA, Sigma. 
・BD falcon Culture cell insert, (Pore size: 0.4 μm or 8 μm) 
・GelMa（Sigma, Gelma 5%, P.I 0.1%） 
・カニューラ(0.5 mm type)×2 
・サーフロフラッシュ 27G, 24G 
・スクロース Wako 純薬 
・OCT コンパウンド, Tissue Tek 
・27G シリンジ針（テルモ） 
・ヘパリンコートヘマトクリット毛細管(Hirschmann laboratory) 
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カニュレーションを行い。造影剤をマウス血管に注入することによって in vivo でイメージングを行う
予定である。 
 





Figure 5.31 マウスへの腹腔留置 
 
 
Figure 5.32 マウス腹腔留置と体重変化 
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ットワークが誘導できるかの検討を行った。その結果、血管内皮細胞は継代数が 4 もしくは 5 の細胞











第 4 章では、肝組織作製のための肝スフェロイドの形成について検討した。その後、iPS 細胞から
肝細胞へと誘導し、それを用いたスフェロイド作製を行った。更に、このスフェロイドを用いて前章の
電気化学的な血管構造作製手法と組み合わせ、立体的な肝組織を作製した。その結果、アルブミン分泌
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